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RESUMEN 
 
Este trabajo fue desarrollado en el Laboratorio Centrocesal Cia. Ltda, donde se determinaron 
las condiciones analíticas adecuadas para cuantificar vitamina C en: naranja (Citrus 
aurantium), limón (Citrus aurantifolia) y mandarina (Citrus reticulata), por cromatografía 
líquida de alta eficiencia con detector ultravioleta – visible (HPLC UV-VIS), utilizando para la  
extracción ácido metafosfórico al 6%. 
 
El método consistió en determinar las condiciones óptimas para cuantificar la concentración 
de vitamina C, ya que ésta es inestable y fotosensible,  por ello,  fue importante conocer los 
parámetros que eviten las pérdidas del analito. Estos parámetros fueron: cantidad de muestra, 
eluyente y tiempo de análisis. Se optimizaron las condiciones cromatográficas para HPLC con  
una columna C18, marca Waters, 5 µm de partícula, 150 x 3,9 mm de diámetro, las 
condiciones establecidas fueron: fase móvil metanol:agua con una elusión isocrática de 90:10, 
cantidad de muestra de 20µL,  flujo 1.2mL/min, longitud de onda 245nm y se trabajó a 
temperatura ambiente, evitando siempre la presencia de luz solar.  
 
Se determinó la cantidad de vitamina C en los frutos cítricos a partir de la elaboración de tres 
curvas de calibración para cada día de análisis,  utilizando un estándar de ácido ascórbico 
certificado; dando como resultado que la naranja (Citrus aurantium) contiene 56.46 mg/g, 
limón (Citrus aurantifolia) 41.57 mg/g y mandarina (Citrus reticulata) 32.75 mg/g. 
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Palabras Claves. Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia, vitamina C, extracción, 
fotosensible. 
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ABSTRACT 
 
This Study was developed in the laboratory Centrocesal Cia. Ltda, where the proper analytical 
conditions to quantify vitamin C in: orange (Citrus aurantium), lemon (Citrus aurantifolia) 
and tangerine (Citrus reticulate), by high performance liquid chromatography with ultraviolet 
– visible detector (HPLC UV-VIS), using an extraction with 6% metaphosphoric acid solution. 
 
The aplication of this method was to try the optimum conditions to determine the 
concentration of vitamin C, because this is unestable and photosensible, for that, it was 
important to know the circumstances that evaded analyte loss. These circunstances were: 
sample amount, eluent and analysis time. The chromatographic conditions were optimized to 
HPLC with a C18 column, brand Waters, 5 µm of particle diameter, 150 x 3,9 mm diameter, 
the established conditions were: mobile phase methanol : water with an isocratic elusion of 
90:10, sample amount of 20 µL, 1.2mL/min flow, wavelength 245nm and room temperature, 
always evading sunlight presence. 
 
Vitamin C in citric fruits was determined from the elaboration of 3 calibration curves for the 
day of analysis, using a certified ascorbic acid standard; giving results that in orange we have 
56.46 mg/g, lemon, 41.57 mg/g and tangerine 32.75 mg/g 
 
 
Keywords.High Performance Liquid Chromatography, vitamin C, extraction, photosensible. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Las vitaminas son sustancias orgánicas  que mantienen el funcionamiento metabólico, no son 
sintetizadas en el organismo y por tanto se deben obtener de fuentes externas. Las vitaminas 
son sensibles a diferentes agentes físicos y químicos, la más sensible es la vitamina C que se 
degrada fácilmente por cambios de temperatura,  exposición a la luz solar y concentración de 
oxígeno [1]. La vitamina  C es una vitamina hidrosoluble que se encuentra en forma natural en 
varias frutas y verduras.  
 
Debido a que la vitamina C es termolábil se puede tener una variación en la concentración con 
el paso del tiempo, por esto, es importante establecer los mecanismos que afectan a su 
estabilidad y que influyen en el tiempo de vida útil. Por su inestabilidad se utilizó una técnica 
sensible y  rápida que permitió evaluar su concentración [2] [3]. 
 
Para este estudio se tomó como variable tres frutos cítricos, considerados de mayor consumo, 
como son: naranja (Citrus aurantium), limón (Citrus aurantifolia) y mandarina (Citrus 
reticulata).  
 
La toma de muestras se realizó en tres lugares de expendio de frutas; se recolectaron 10 
muestras diarias. 
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El objetivo de este trabajo fue aplicar un método analítico para la extracción, identificación y 
cuantificación de vitamina C en naranja (Citrus aurantium), limón (Citrus aurantifolia) y 
mandarina (Citrus reticulata),  considerando la inestabilidad de esta vitamina. Además, la 
comparación entre la concentración de vitamina C presente en los frutos mencionados 
anteriormente.  
 
Para la cuantificación se utilizó la técnica de cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC) 
con detector (UV-VIS), columna C18,  flujo 2mL/min. y tiempo de análisis de 5min. Técnica 
que ofrece las siguientes ventajas: 
 
• Tiempo: el tiempo de análisis es menor ya que la técnica es automatizada y evita 
métodos volumétricos o tradicionales. 
• Estabilidad de la vitamina C: al aplicar un extractante como es el ácido 
metafosfórico al 6%, permite estabilizar al ácido L-ascórbico y así poderlo cuantificar 
por HPLC. (ver Fig. 1.2) 
 
El Capítulo I contiene la parte teórica, donde se describe conceptos y principios, los cuales 
fundamentan este estudio. Se detalla la matriz, el analito, la solución extractante y técnicas 
analíticas que contribuyen al análisis químico para la determinación de vitamina C en naranja 
(Citrus aurantium), limón (Citrus aurantifolia) y mandarina (Citrus reticulata). 
 
El Capítulo II, contiene la parte experimental, donde se describen  los materiales, reactivos, 
equipos utilizados y la metodología de análisis.  
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En el Capítulo III, se presentan los resultados obtenidos mediante tablas para un mejor 
entendimiento con su respectiva discusión. 
 
El Capítulo IV, contienen las conclusiones y recomendaciones obtenidas en base al estudio 
realizado.  
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CAPÍTULO I 
 
1. ANTECEDENTES GENERALES 
 
1.1. LA VITAMINA C 
 
1.1.1. HISTORIA 
 
La vitamina C fue denominada la vitamina antiescorbútica porque previene y cura el 
escorbuto, de ahí su nombre técnico ácido ascórbico. Fue una de las primeras vitaminas que se 
descubrió en 1928, se la caracterizó estructuralmente en 1933 y se sintetizó por primera vez en 
el laboratorio en 1938 [4]. 
 
1.1.2. ESTUCTURA QUÍMICA 
 
La vitamina C es muy soluble en agua, medianamente soluble en alcohol e insoluble en 
solventes orgánicos; poco estable en medio alcalino, es termolábil pero resistente a la 
congelación estas propiedades se deben a su estructura. [5] 
 
La fórmula química de la vitamina C es C6H8O6  y tiene un peso molecular de 176,13 g/mol y  
posee 4 formas estructurales, el ácido D-ascórbico,  L-ascórbico, D-isoascórbico y el ácido L-
isoascórbico; pero sólo el ácido L-ascórbico posee actividad antiescorbútica [6] [7].  
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Se puede apreciar al ácido L-ascórbico en la figura 1.1. 
 
Figura 1.1 Estructura del Ácido L-Ascórbico 
 
Fuente. www.nutrinfo.com.ar 26 de mayo del 2000. 
 
El ácido L-ascórbico posee varios elementos estructurales que ayudan a su comportamiento 
químico: la estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos enólicos, así como un grupo 
alcohol primario y secundario. La estructura endiol es la cualidad antioxidante, ya que los 
endioles pueden ser oxidados fácilmente a dicetonas. 
Finalmente, el ácido L-ascórbico puede reaccionar fácilmente con radicales libres actuando 
como antioxidante y pasando el mismo a ser un radical ascorbilo, que rápidamente se 
descompone para producir ácido dehidroascórbido [6] [7]. Mediante estas reacciones, el ácido 
L-ascórbico, captura radicales libres potencialmente tóxicos como son los hidroxilos.  
 
 9 
 
 
 
 
Figura 1.2 Oxidación del Ácido L- Ascórbico 
 
Fuente: John W. Baynes,Marek H. Dominiczak, (2005),  Biomédica Médica, Segunda edición, España.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente. Propia 
 
 
 
Figura 1.3 Estabilidad del ácido L-ascórbico con ácido metafosfórico 
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1.2. FUNCIONES  
 
Las funciones metabólicas y biológicas de la vitamina C, están basadas en sus propiedades de 
oxido-reducción entre ellas se destacan: 
 
• Síntesis del colágeno, siendo esta quizá la función principal de la vitamina C. 
• Interviene en la síntesis de constituyentes orgánicos de la matriz intercelular, en tejidos 
como los dientes, huesos y endotelio. 
• Evita el envejecimiento prematuro. 
• Facilita la absorción de otras vitaminas y minerales. 
• Es antioxidante. 
• Evita las proliferación de tumores cancerígenos  
• Evita las enfermedades cardíacas [8][9] 
 
1.3.  FUENTES DE VITAMINA C 
 
Al ser una vitamina que se destruye fácilmente por oxidación, y más aún en presencia de 
álcalis y calor; su contenido en los alimentos disminuye. [10][11] Los alimentos de origen 
animal no contienen vitamina C, pero la gran mayoría de las frutas y verduras si, siendo los 
pimientos, los cítricos, las coles, la coliflor, espinacas, papas, frutas como el plátano, los 
mangos, la manzana, frutilla, naranja, limón, mandarina, kiwi, piña y melón los que tienen 
mayores concentraciones de ésta. [12] 
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En la  tabla  1.1 se presenta la lista de algunos alimentos que contienen vitamina C [13] [14]. 
 
 
Tabla 1.1 Cuadro de alimentos que contienen Vitamina C 
 
Fuente Vitamina C (mg/100 g) 
Guayaba 300 
Grosella negra 200 
Pimiento rojo 190 
Perejil 130 
Kiwi 90 
Brócoli 80 
Grosella 80 
Coles de Bruselas 80 
Papaya 60 
Fresa 60 
Naranja 60 
Limón 50 
Melón 40 
Coliflor 40 
Frambuesa 30 
Mandarina 35 
Espinacas 30 
Mango 28 
Lima 20 
Fuente: http://vitaminas.org.es/vitamina-c-alimentos. Octubre 2010. 
 
 
 
 
 12 
 
1.3.1. CITRICOS.  Naranja (Citrus aurantium), Limón (Citrus aurantifolia) y Mandarina 
(Citrus reticulata). 
 
El limón (Citrus aurantifolia), la naranja (Citrus Auramtium) y la mandarina (Citrus 
reticulata) son alimentos ricos en vitamina C que tiene estupendas propiedades 
antiescorbúticas y mineralizantes. Así como también, contiene importantes cantidades de 
potasio y calcio [15] [16]. 
Naranja (Citrus aurantium) Limón (Citrus aurantifolia) Mandarina (Citrus reticulata) 
  
 
 
Figura 1.4 Naranja (Citrus aurantium), Limón (Citrus aurantifolia) y Mandarina (Citrus 
reticulata). 
 
Poseen nutrientes importantes entre ellos: azúcares, aminoácidos y sales minerales; entre las 
vitaminas, se analizará vitamina C en naranja (Citrus aurantium) que en la literatura se conoce 
que posee un aporte de 60 mg por cada 100 g, limón (Citrus aurantifolia) 50mg y la 
mandarina (Citrus reticulata) que posee 35 mg [17]. A continuación se presenta una tabla 
donde se detalla la composición química de los tres frutos en estudio. 
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Tabla 1.2 Composición química de la naranja, limón y mandarina 
 
 
Existen una gran variedad de técnicas para la determinación analítica tanto cuantitativa como 
cualitativa de ácido ascórbico, que abarca métodos tan simples, como puede ser una titulación, 
hasta la determinación espectrofotométrica. Se utiliza más las técnicas espectrofotométricas en 
la determinación del ácido ascórbico pero, el principal inconveniente de la aplicación de este 
tipo de técnicas es la presencia de impurezas, que pueden enmascarar los resultados; en cuanto 
a métodos de titulación la desventaja es,  que la apreciación del color no es la misma con cada 
analista y en ambos casos la gran cantidad de solventes que se utiliza para la extracción es 
mayor. Por ello,  se aplicó el método de cromatografía liquida de alta eficiencia para 
determinar acido ascórbico. 
 
 
 
 
Agua 
(%) 
Calorías 
(cal) 
Proteína 
(g) 
Grasa 
(g) 
Vit. C 
(mg) 
Ac. Fólico 
(mg) 
Ca 
(mg) 
Mg 
 
(mg) 
K 
 
(mg) 
Carotenos 
 
(mg) 
Naranja 88 35 - 50 0.8-1 0.1 60 35 40 15 200 50 
Limón 82.8 29 0.8-1 0.1 50 11 26 8 137 3.4 
Mandarina 88.3 37 0.8-1 0.1 35 21 36 11 185 1600 
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1.4. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICIENCIA  (HPLC) 
 
La Cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC) es un método físico de separación, 
consiste en la distribución de los componentes de una mezcla entre dos fases, una estacionaria 
y otra móvil que es un líquido que fluye a través de una columna a alta presión hacia la fase 
estacionaria [18]. La muestra se introduce manual o automáticamente antes de la columna, 
inyectándola en cantidades muy pequeñas (10 a 50 µL). El tiempo que tardan en salir los 
componentes a través de la columna se conoce como tiempo de retención y se considera una 
propiedad significativa del compuesto en una determinada fase móvil y estacionaria [19]. El 
uso de alta presión mejora la resolución de la separación debido a que se aumenta la velocidad 
lineal de los componentes de la muestra, disminuyendo la difusión. [20] 
 
La eficacia de la separación en HPLC depende de la columna que se vaya a utilizar. Mientras 
menor sea el diámetro de las partículas de relleno de fase estacionaria, mayor será la eficacia. 
Existe un ensanchamiento de bandas no deseable fuera de la columna, debido a la diferencia 
de diámetro en las tuberías del sistema, se debe evitar en lo posible esto para conseguir mayor 
eficacia. Además un tamaño excesivo de muestra no es favorable para la separación, porque es 
más difícil transportar los compuestos dentro de la columna [21]. 
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1.4.1. COMPONENTES DE  HPLC 
 
El HPLC consta de los siguientes componentes como se describe en la figura  1.4 
 
Figura 1.5 Componentes del HPLC 
 
Fuente: www.forumsci.co.il/HPLC/system. 20 de diciembre de 2010 
 
A continuación se describe brevemente cada uno de sus componentes:  
 
• Bomba: una bomba para HPLC es de material inerte a los disolventes empleados. La 
presión de las bombas es variable según el modelo y fabricante, pero su rendimiento se 
mide en su habilidad para generar un flujo constante y reproducible [22]. La bomba 
trabajar con gradiente de elusión dependiendo del método a utilizar. 
° Fase móvil: los solventes que se pueden utilizar en HPLC son varios principalmente 
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(metanol, propanol y acetonitrilo), además de agua y soluciones amortiguadoras 
acuosas, también se utilizan solventes no acuosos de baja viscosidad, los solventes con 
viscosidad alta se evitan ya que el tiempo para pasar a través de la columna es mayor;  
lo cual provoca ensanchamiento de los picos. Utilizar solventes de grado HPLC es un 
condicionante, ya que las interferencias por solventes  tienden a tapar la columna y 
producen falsos picos en el detector. 
° Gradiente de elusión: cuando el solvente se mantiene constante en toda la separación, 
el proceso se llama elusión isocrática. Pero, si la relación de los solventes cambian a 
determinado tiempo dependiendo del proceso de análisis,  se conoce como gradiente de 
elusión que se utiliza cuando se separan mezclas que tienen varias características. [22] 
• Columnas: son hechas de acero inoxidable y tiene un empaquetamiento compacto,  ya 
que requieren que soporten presiones muy altas. 
• Detector: está ubicado al final de la columna y la señal se transforma en una gráfica en 
función del tiempo,  llamado cromatograma, que consta de una serie de picos 
simétricos. Los picos sobre el eje de los tiempos se emplean para identificar tanto 
cualitativa (posición en el eje) como cuantitativamente (área bajo los picos) los 
componentes de la muestra. [22]  
 
En esta técnica se utilizó el detector de absorción ultravioleta-visible, consiste en medir la 
intensidad del color o en este caso la radiación absorbida en el UV a una longitud de onda 
específica comparándola con otras soluciones de concentración conocida (soluciones estándar) 
que contengan la misma especie absorbente. Para tener esta relación se emplea la Ley de Beer, 
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que establece que para una misma especie absorbente, la absorbancia es directamente 
proporcional a la concentración. 
La vitamina C posee enlaces conjugados y transición de electrones que son características que 
presentan señal en el espectro UV-VIS. Este detector se puede emplear en la determinación de 
alimentos, aditivos, pesticidas y medicinas con grupos funcionales –C=C-, -C=O, -N=O y –
N=N-, los cuales absorben radiación UV [23]. 
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CAPITULO II 
 
2. MATERIALES Y METODOS 
 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es en la actualidad la más utilizada para la 
determinación del ácido ascórbico por su sensibilidad, precisión, exactitud y reproducibilidad 
[24],  la cual utiliza como soporte más habitual el aminado y fase móvil más frecuente una 
mezcla de disolución de fosfato o citrato con un disolvente orgánico. El tipo de detector más 
utilizado es el UV de 240 a 290 nm. [25] [26]. 
 
El método utilizado en esta investigación consistió en la extracción del ácido ascórbico, con 
reactivos y condiciones que eviten al máximo su deterioro. Esto se logró utilizando una 
solución extractora de ácido metafosfórico al 6% que ayuda a la estabilidad del ácido 
ascórbico y lo protege de la oxidación por el aire y la luz. El extracto fue analizado por 
cromatografía líquida de alta resolución. La cuantificación e identificación del ácido ascórbico 
se realizó inyectando patrones de concentración conocida. 
 
2.1.  EQUIPO  
• Cromatógrafo líquido de alta resolución Shimadzu LC – 10 AD. 
• Detector espectrofotométrico UV-Visible Shimadzu SPD-10 AV. 
• Bomba Shimadzu FCV-10AL. 
• Horno de columna CTO – 10 A. 
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• Columna C18, marca Waters, 5 µm de partícula, de 150 x 3,9 mm de diámetro.  
• Balanza analítica con una precisión de 0,1 mg. 
• Equipo para microfiltración de la fase móvil marca Sartorius, para usar con filtros para 
solventes acuosos de 47 mm. 
• Microfiltros 45 µm  marca Millipore, aptos para filtración de fase acuosa. 
•  Baño de ultrasonido para la desgasificación de la fase móvil. 
• Vortex para agitación durante la extracción. 
• Refractómetro. 
• Extractor eléctrico. 
  
 
 
Figura 2.1 Equipo 
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2.2. REACTIVOS 
 
• Solvente de extracción ácido metafosfórico  p.a.  
• Metanol grado HPLC utilizado para preparar la fase móvil marca Fisher. 
• Agua grado HPLC para preparar la fase móvil.  
• Estándar de ácido ascórbico certificado chemservice lote # 383-66, catálogo # F2157AS, o 
similar. 
2.3. MATERIALES 
 
• Balones aforados clase A de 100, 50 y 25 mL calibrados. 
• Pipetas volumétricas clase A de 0.5, 1, 2 y 5 mL calibradas. 
• Vasos de precipitación. 
• Erlenmeyer. 
•  Espátulas metálicas 
 
2.4. SOLUCIONES PREPARADAS 
 
Solución de trabajo: a partir del estándar de ácido ascórbico chemservice con  pureza del 
100%, se preparó una solución patrón de 1000 mg/L (se pesa 0,1g de ácido ascórbico en 100 
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mL de ácido metafosfórico al 6%), esta solución se preparó para cada día de comparación, se 
la utiliza para elaborar las curvas de calibración, y para identificar la concentración de ácido 
ascórbico. 
Ácido metafosfórico al 6%: se pesa 60g del ácido y se afora a 1L de agua destilada para 
HPLC. 
 
Tabla 2.1 Concentración de soluciones de calibración de Ácido Ascórbico a partir de la 
solución madre. 
 
Nivel Alícuota Volumen de aforo  Concentración 
1 0.5 mL 50 mL 10 mg/L 
2 2 mL 50 mL 40 mg/L 
3 2 mL 25 mL 80 mg/L 
4 5 mL 50 mL 100 mg/L 
5 4 mL 25 mL 160 mg/L 
         
 
2.5. ANALISIS Y CONDICIONES  CROMATOGRAFICAS 
 
Con la solución patrón de ácido ascórbico de 1000mg/L en ácido metafosfórico al 6% y 
teniendo en cuenta las condiciones de cuantificación en jugos y frutas, se probó la fase móvil y 
la longitud de onda del detector (240-290 nm) para obtener la mayor sensibilidad y resolución 
del sistema cromatográfico. Para esto se realizaron ensayos con las siguientes fases móviles: 
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• Metanol: Agua (70:30); (80:20); (90:10)  
• Acetonitrilo: Agua (80:20) 
• Acetonitrilo: Agua con solución reguladora de KH2PO4 0.03M, pH 2.5 (90:10) 
 
La fase móvil que presenta mayor resolución es metanol: agua (90:10), a una longitud de onda 
de 245 nm, usando  un detector UV-VIS; luego de realizar las pruebas de flujo de 1 a 2 
mL/min, se definió el flujo de 1.2 mL/min. El tiempo de análisis del equipo fue de 5 min.  
Las extracciones y estándares se inyectaron por triplicado para evaluar la precisión del 
método.  
 
2.5.1. SELECCIÓN DE LA MUESTRA 
 
Las muestras de naranja, limón y mandarina se obtuvieron de manera aleatoria en tres lugares 
de expendio de frutas, durante todas las etapas del proceso, se protegió tanto a los estándares 
como a las muestras de la luz para evitar el deterioro de la vitamina C,  recubriendo a los 
balones con papel aluminio y realizando el  análisis de las muestras de manera inmediata. 
 
2.5.2. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 
 
Una vez tomadas las frutas se lavan y se rebanan en mitades para obtener el jugo mediante un 
extractor eléctrico. Se miden los sólidos solubles totales (grados Brix) del jugo de cada fruta 
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utilizando un refractómetro, para determinar el punto óptimo de consumo. Los grados Brix° 
recomendados en cítricos fluctúan entre (9 – 12 grados) [27].   
 
Después de constatar su punto óptimo se procede a evaluar el jugo de la fruta inmediatamente 
extraído, para evitar principalmente la oxidación de vitamina C.  
 
Se pesa por triplicado 5g de la muestra y se afora a 50mL con ácido metafosfórico al 6%. Para 
determinar la concentración de vitamina C, se realizaron curvas de calibración mediante 
estándares de concentración que van en un rango de 10 a 160 mg/L, ya que según reportes 
bibliográficos la concentración en cítricos es alrededor de 60mg/100g de muestra. Se filtra con 
un poro de 45µm para evitar que los compuestos sólidos de partícula grande pueda taponar la 
columna de HPLC.    
 
2.6. DESARROLLO DEL MÉTODO 
 
La cuantificación e identificación del ácido ascórbico se realiza inyectando patrones de 
concentración conocida que se utilizan con una doble finalidad: para la identificación de los 
tiempos de retención y para la calibración del equipo en cuanto a medir concentraciones.  
 
Se  analizan por triplicado y por tres días  en las mismas condiciones cromatográficas teniendo 
así las curvas de calibración respectivas. 
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CAPÍTULO III 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
El presente estudio da como resultado un método para la determinación de ácido L-ascórbico 
en cítricos, naranja (citrus aurantium), limón (citrus aurantifolia) y mandarina (citrus 
reticulata), que es aplicable a dichas matrices según la metodología aplicada. A continuación 
se muestran los resultados obtenidos durante el desarrollo del método, aplicación a muestras 
reales. 
 
 
3.1. MÉTODO DE ANÁLISIS: CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA 
EFICIENCIA 
 
A continuación se presentan los resultados de las pruebas que se realizaron para determinar las 
condiciones apropiadas del método de separación y cuantificación de ácido L-ascórbico por 
cromatografía líquida de alta eficiencia.  
 
 
Determinación de la fase móvil apropiada: las combinaciones de fases móviles 
recomendadas para la determinación de ácido L-ascórbico por cromatografía líquida de alta 
eficiencia son: fosfato diácido de potasio-agua, metanol – agua, acetonitrilo – agua. Se 
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probaron las fases inyectando un estándar por triplicado para cada una. Al analizar los 
cromatogramas se encontró que existe una mejor resolución de los picos de los analitos con la 
fase metanol – agua, además el tiempo disminuye a  5 minutos. Por lo tanto se escogió la fase 
móvil metanol – agua para el análisis de ácido L-ascórbico. 
 
Determinación del uso de gradiente: inicialmente se probó una separación isocrática de agua 
50 %: metanol 50 %, dando como resultado una corrida excesivamente larga (20 minutos). Al 
probar con metanol 10%: agua 90% el tiempo disminuyó considerablemente y el pico de ácido 
L-ascórbico estaba 100% definido, sin problemas de colas o ensanchamiento,  como fue en el 
caso de las otras mezclas de fase móvil a diferente gradiente. 
 
Se deben controlar otras variables para mejorar la separación y resolución en cromatografía 
líquida, como: flujo de fase móvil, volumen de inyección, temperatura de la columna y 
longitud de onda de detección.  
 
Flujo de fase móvil: se probó 5 diferentes flujos de fase móvil, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 
mL/min. Con el flujo de 1.0 y 1.1 mL/min se obtuvo mayor tiempo de separación y  existe la 
presencia de colas en los picos. El flujo de 1.2 mL/min dio buena resolución en un tiempo 
adecuado. Finalmente el flujo de 1.3-1.5 mL/min presentó un tiempo de separación menor 
pero sacrificando la resolución de los picos. El flujo de 1.2 mL/min es el escogido para la 
determinación.  
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Volumen de inyección: no se probó volúmenes de inyección porque el equipo trabaja con un 
volumen de 20µL. 
 
Temperatura de la columna: la temperatura de la columna no presentó mayor influencia en 
los cromatogramas, la resolución fue ligeramente mejor a los 25ºC que a los 30ºC. Por lo tanto 
se escoge la temperatura de 25ºC, se optó por determinar la temperatura ya que el equipo 
posee un horno de columna y tratando de evitar pérdidas del ácido L-ascórbico. 
 
Longitud de onda de detección: se probaron las longitudes de 240 y 245 nm, según 
recomendaciones bibliográficas. La sensibilidad es considerablemente mejor en la longitud de 
onda de 245nm, mientras que con la longitud de 240 nm, la altura del pico es menor. 
 
A continuación la tabla 3.1 muestra un resumen de las condiciones cromatográficas 
optimizadas para la determinación de compuestos fenólicos por HPLC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 27 
 
Tabla 3.1 Condiciones optimizadas para HPLC 
 
Parámetro Condición optimizada 
Fase móvil A: metanol 
B: agua 
Gradiente  A 90 %, B 10 % 
Volumen de inyección 2.0 mL/min 
Temperatura de columna 25 ºC 
Longitud de onda de detección 245 nm 
 
Una vez determinadas las condiciones cromatográficas adecuadas para la determinación de 
ácido L-ascórbico, se realizaron soluciones de concentración conocida y se determinó su 
tiempo de retención. La selectividad del método se ve reflejada en la tolerancia de los tiempos 
de retención del analito y se  relacionó la concentración con el área integrada de los picos 
cromatográficos. 
A continuación se detalla un esquema del procedimiento de análisis para determinar ácido L-
ascórbico en naranja (citrus aurantium), limón (citrus aurantifolia) y mandarina (citrus 
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reticulata) por HPLC. 
 
 
Figura 3.1 Esquema del procedimiento de analisis 
Preparación de la muestra 
extraccion con ácido 
metafosforico al 6%
Preparación fase móvil
Preparación cromatógrafo 
líquido
•Encendido y purga de líneas
•Estabilización fase móvil
Inyección en el cromatógrafo 
líquido de alta eficiencia
Cuantificación
Cálculo y expresión de 
resultados
 29 
 
 
La figura 3.1 describe detalladamente el procedimiento que se utilizó para la extracción y la 
cromatografía líquida de alta eficiencia. A continuación se define la cuantificación y 
tratamiento de resultados. 
Cuantificación  
La cuantificación de ácido L-ascórbico se realizó utilizando curvas de calibración. Se 
contempla una función lineal: 
      
Cálculo y expresión de resultados 
El software CHROMELEON que posee el equipo un muy amigable con el usuario, ya permite 
introducir datos como son: peso de la muestra, volumen de aforo y volumen de inyección, con 
lo cuales nos da directamente la concentración de las muestras analizadas. 
 
3.2. CURVAS DE CALIBRACIÓN DE CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTA 
EFICIENCIA  
 
Las curvas de calibración se realizaron para cuantificar y analizar las muestras, con el fin de 
comparar la concentración de ácido L-ascórbico entre ellas. 
 
Para el cálculo de la concentración de ácido L-ascórbico se tomó como base la relación entre 
la concentración conocida del estándar y el área del pico correspondiente; así,  conociendo el 
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área del pico de cada muestra de ácido L-ascórbico, se pudo calcular la concentración 
respectiva.  
 
Tabla 3.2 Lectura de los estándares de calibración para el análisis de las muestras del día 
1. 
 
ESTÁNDARES CONCENTRACIÓN (mg/L) Área (mV*min) 
Estándar 1 0 mg/L 0 
   Estándar 2 10 mg/L 0,7 
Estándar 3 40 mg/L 1,6 
Estándar 4 80 mg/L 3,0 
Estándar 5 100 mg/L 3,4 
Estándar 6 160 mg/L 5,8 
 
 
 
y = 0,035x + 0,140
R² = 0,995
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Figura 3.2 Gráfico de la  primera curva de calibración. 
 
 31 
 
 
De la primera curva de calibración (Fig. 3.1) se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9956 
con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, que presenta la siguiente ecuación de la recta: 
 
y = 0,035x + 0,1404 
 
La tabla 3.2 presenta los datos con los que fue construida la curva de calibración que 
corresponde al día dos, figura 3.2. 
               
 
Tabla 3.3 Lectura de los estándares de calibración para el análisis de las muestras del día 
2. 
 
ESTÁNDARES CONCENTRACIÓN (mg/L) Área (mV*min) 
Estándar 1 0 mg/L 0 
   Estándar 2 10 mg/L 0,6 
Estándar 3 40 mg/L 1,5 
Estándar 4 80 mg/L 2,9 
Estándar 5 100 mg/L 3,7 
Estándar 6 160 mg/L 5,7 
 
 32 
 
 
 
 
Figura 3.3 Gráfico de la segunda curva de calibración 
 
De la segunda curva de calibración (Fig. 3.2) se obtuvo un coeficiente de correlación de 
0,9984 con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, que presenta la siguiente ecuación de la recta. 
                                              
Y = 003494x + 0,1215                                              
 
La tabla 3.3 presenta los datos con los que fue construida la curva de calibración de la figura 
3.3 que corresponde al día tres.  
 
 
 
 
y = 0,034x + 0,121
R² = 0,998
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
6,0
0 50 100 150 200
Á
re
a 
(m
V
*m
in
)
Concentración mg/L
 33 
 
Tabla 3.4 Lectura de los estándares de calibración para el análisis de las muestras del día 
3. 
ESTÁNDARES CONCENTRACIÓN (mg/L) Área (mV*min) 
Estándar 1 0 mg/L 0 
   Estándar 2 10 mg/L 0,6 
Estándar 3 40 mg/L 1,5 
Estándar 4 80 mg/L 2,9 
Estándar 5 100 mg/L 3,7 
Estándar 6 160 mg/L 5,7 
      
 
 
 
 
De la tercera curva de calibración (Fig. 3.3) se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,9991 
con un rango lineal de 0 a 160 mg/L, que presenta la siguiente ecuación de la recta: 
y = 0,036x + 0,0693 
y = 0,036x + 0,069
R² = 0,999
0
1
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Figura 3.4 Gráfico de la tercera curva de calibración 
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Después de obtener los resultados de las tres curvas de calibración, se procede a calcular la 
media y la desviación estándar de los coeficientes de correlación lineal, las pendientes y los 
interceptos, que se presenta en la tabla 3.4. 
 
Tabla 3.5 Resumen de las curvas de calibración, coeficiente de correlación lineal, 
interceptos, medias aritméticas y desviación estándar. 
 
Curva 
Coeficiente de 
Correlación Lineal 
(R2) 
Pendiente (m) 
Intercepto (b) 
 
Día 1 0.9956 0,0350 0,1404 
Día 2 0,9984 0,0349 0,1215 
Día 3 0,9991 0,0360 0,0693 
Medias (x) - 0,0353 0,1104 
Desviación estándar 
(s) 
- 0,0006 0,0368 
Límite inferior 
(x-3s) 
- 0,0335 0,0000 
Límite Superior 
(x+3s) 
- 0,0371 0,2209 
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Con los datos de la tabla 3.4 se puede definir límites de aceptación o rechazo que sirve para 
determinar parámetros de control en análisis futuros, además se demuestra la robustez del 
método al generar curvas reproducibles.  
Los coeficientes de correlación para el ajuste de las curvas de calibración se puede observar 
que son mayores a 0.99. Lo que demuestra que el ajuste a una función lineal es válido para la 
relación respuesta – concentración. 
 
3.3. ANÁLISIS DE MUESTRAS 
 
El análisis de las muestras se realizó en tres días, en cada uno de los cuales se analizó un total 
de 10 muestras, distribuidas de la siguiente manera: 
 
Primer día: curva, 3 muestras de naranja, 3 muestras de limón y 4 muestras de mandarina. 
 
Segundo día: curva, 4 muestras de naranja, 3 muestras de limón y 3 muestras de mandarina. 
 
Tercer día: curva,  3 muestras de naranja, 4 de limón y 3 de mandarina. 
 
Esto se puede visualizar en la figura 4.4 
 
 
  
Figura 3
Muestras  para analisis de 
vitamina C
36 
.5 Diagrama de  análisis de muestras por día.
Dia 1
Curva 1
M1 Naranja
M2 Naranja
M3 Naranja
M4 Limón
M5 Limón
M6 Limón
M7 Mandarina
M8 Mandarina
M9 Mandarina
M10 Mandarina
Dia 2
Curva 2
M1 Naranja
M2 Naranja
M3 Naranja
M4 Naranja
M5Mandarina
M6 Mandarina
M7Mandarina
M8 Limón
M9 Limón
M10 Limón
Dia 3
Curva 3
M1 Naranja
M2 Naranja
M3 Naranja
M4Mandarina
M5Mandarina
M6Mandarina
M10Limón
 
 
M7 Limón
M8Limón
M9Limón
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En el diagrama se utiliza la abreviatura M para identificar las muestras, de cada M se realiza 
tres determinaciones o lecturas. Por lo tanto se tendrá 30 resultados al día para realizar el 
respectivo tratamiento. 
 
3.3 CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS  
 
El análisis de cada grupo de muestras, posee su respectivo cromatograma, se presenta un 
cromatograma para visualizar el pico de ácido ascórbico.  
 
 
Figura 3.6 Cromatograma de ácido ascórbico. 
Nombre de la muestra M1 Naranja 
  
Programa instrumental: VITAMINA C 
  
Método de cuantificación: VITAMINA C 
  Tiempo de corrida (min): 5,00 
 
 
 
 
 
 
  
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 21 1,83488 97,197634 50,275 BMb 
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-5.0
0.0
5.0
10.0
15.0
20.0
25.0
30.0 M1 Naranja Detector_UV_Vis
mV
min
 
1.
69
8
 
Ác
id
o
 
A
sc
ór
bi
co
 
-
 
3.
09
1
 
3.
58
9
 
3.
94
9
 38 
 
En las tablas 3.6, 3.7 y 3.8 se pueden observar  las medias aritméticas de la concentración de 
vitamina C, para la naranja, limón y mandarina. 
 
Tabla 3.6 Resultados del promedio de la concentración por triplicado para los tres días 
de análisis. 
 
MUESTRA 
CONCENTRACIÓN (mg/L) 
Día 1 Día 2 Día 3 
Naranja 56.20 56.93 56.25 
Mandarina 32.90 32.69 32.67 
Limón 41.31 41.75 41.64 
 
La tabla 3.6 corresponde a los resultados de las concentraciones de las muestras para los tres 
días de análisis. Un total de 10 muestras por triplicado con un peso aproximado de 5g. 
 
El resultado de la concentración de ácido ascórbico presente en el jugo de los tres cítricos 
analizados,  es: mayor concentración la naranja con un resultado de 56,46mg/g, seguido del 
limón con 41,57mg/g y por último la mandarina con 32,75mg/g; Según la composición 
química de los cítricos el resultado obtenido por este método no varía significativamente y 
mantiene las proporciones de los datos teóricos.   
 
Para verificar estadísticamente si los resultados presentaron variaciones significativas se 
realizó un prueba estadística conocida como ANOVA de un factor; a continuación se puede 
observar el cuadro descriptivo de la prueba realizada. 
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ANOVA de un factor 
 
 
Descriptivos 
Muestras /Días 
N Media 
Desviación 
típica Error típico 
Intervalo de confianza para la 
media al 95% 
Mínimo Máximo Límite inferior Límite superior 
 
Naranja 
1 9 56.2011 10.97176 3.65725 47.7675 64.6348 47.96 71.36 
2 9 56.9322 6.37101 2.12367 52.0350 61.8294 51.16 65.58 
3 12 56.2542 3.25633 .94002 54.1852 58.3231 52.09 62.19 
Total 30 56.4417 6.96668 1.27194 53.8403 59.0431 47.96 71.36 
 
Mandarina 
1 9 32,6678 ,60369 ,20123 32,2037 33,1318 31,87 33,40 
2 9 32,6844 2,79377 ,93126 30,5370 34,8319 29,16 35,84 
3 12 32,9042 1,86829 ,53933 31,7171 34,0912 29,43 34,66 
Total 30 32,7673 1,89490 ,34596 32,0598 33,4749 29,16 35,84 
 
Limón 
1 9 41,3078 3,34935 1,11645 38,7332 43,8823 38,04 46,04 
2 9 41,6411 ,73974 ,24658 41,0725 42,2097 40,43 42,72 
3 12 41,7525 1,53695 ,44368 40,7760 42,7290 39,52 43,69 
Total 30 41,5857 2,04403 ,37319 40,8224 42,3489 38,04 46,04 
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ANOVA 
        Muestra Suma de 
cuadrados gl Media cuadrática F Sig. 
 
Naranja 
Entre días 3,108 2 1,554 ,030 ,971 
Dentro de días 1404,396 27 52,015   
Total 1407,504 29    
 
Mandarina 
Entre días ,376 2 ,188 ,049 ,952 
Dentro de días 103,753 27 3,843   
Total 104,128 29    
 
Limón 
Entre días 1,057 2 ,528 ,119 ,888 
Dentro de días 120,107 27 4,448   
Total 121,164 29    
 
 
Al realizar ANOVA de un factor se puede demostrar que los valores de los resultados entre 
días de análisis no varían significativamente ya que el día 1 es igual al 2 y al 3 por lo tanto se 
acepta la hipótesis nula, otro factor para aceptar esta hipótesis es que al analizar las media no 
hay diferencia sobre la variación de cada grupo. 
 
DISCUSION 
 
La concentración de vitamina C en cítricos de la literatura no está bien definida, sin embargo 
existe un promedio de 60 mg al día que es suficiente para mantener una concentración total en 
el organismo humano [28]. Según éste estudio para lograr la concentración de la dieta 
recomendada se debería consumir  91.10 g de jugo de naranja, 54.58 g de jugo de mandarina y 
69.28 g de jugo de limón por día.  
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El método de extracción utilizado en esta investigación es adecuado porque presenta 
recuperaciones similares a las obtenidas en otros estudios realizados [29] [30], no existe 
pérdidas de la cantidad de vitamina C y los picos obtenidos en la separación cromatográfica no 
presentan ninguna interferencia, son fácilmente cuantificables. 
 
El jugo se produce exprimiendo directamente la fruta y no se aplica ningún tratamiento o 
proceso posterior, el análisis se realiza de manera inmediata; no existe almacenamiento de 
muestra, ya que la estabilidad de la vitamina C varía con el transcurso del tiempo y la 
temperatura.  Al añadir el ácido metafosfórico al 6% se logra extraer la vitamina C y al mismo 
tiempo estabilizarla; existen otras alternativas para lograr  la estabilidad de la vitamina C 
utilizando sustancias como: ácido cítrico,  ácido benzoico,  benzoato de sodio y sorbato de 
potasio [31].  
 
Se escogió la fase móvil metanol:agua (90:10) para la determinación de vitamina C por 
cromatografía liquida de alta eficiencia debido a que, luego de las pruebas realizadas, dicha 
fase logró una mejor separación del pico de vitamina C (mayor resolución) y permitió acortar 
el tiempo de corrida de 20 minutos a 5. 
 
La optimización del método se realizó probando diferentes columnas citadas en la bibliografía 
[23,31], la columna que dio mejor resultado es la utilizada en este método (Columna C18, 
marca Waters, 5 µm de tamaño de partícula y de diámetro 150 x 3,9 mm), debido a que los  
picos tienen una óptima resolución como se puede observar en la figura 3.6. 
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CAPÍTULO IV 
 
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
4.1. CONCLUSIONES 
 
• El método utilizado para el análisis de la vitamina C en los frutos cítricos naranja 
(citrus aurantium), mandarina (citrus reticulata) y limón (citrus aurantifolia),  
mediante cromatografía liquida de alta eficiencia,  logra el aislamiento, extracción, 
separación de interferencias, detección y cuantificación adecuada de dichos 
compuestos en un rango de 10 a 160 mg/100g. 
 
• El proceso de determinación de ácido L-ascórbico utilizado nos permite estabilizarlo y  
tener una adecuada cuantificación, debido a que  es muy inestable y termolábil.  
 
• Según el método analítico utilizado en la determinación de la concentración de 
vitamina C, se determinó que en la naranja (citrus aurantium) existe 56.46 mg/g,  
limón (citrus aurantifolia) 41.57 mg/g y mandarina (citrus reticulata) 32.75 mg/g.  
 
• Mediante este método analítico, es posible cuantificar ácido L-ascórbico en corto 
tiempo (5 minutos por muestra) y usando pequeñas cantidades de muestra 20 µl. 
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• Las muestras fueron analizadas en tres días, para ello se realizó una curva de 
calibración por cada día de análisis;  con el fin de asegurar la concentración  del 
estándar de vitamina C. 
 
4.2.  RECOMENDACIONES 
 
• La muestra y los estándares utilizados para la determinación de vitamina C deben 
protegerse de la luz y la temperatura, evitándose la luz solar directa. El proceso podría 
realizarse en material de vidrio cubierto de papel aluminio para prevenir la degradación 
de la vitamina analizada. 
 
• Realizar el análisis de vitamina C inmediatamente para evitar pérdidas significativas  
en la concentración y cuantificación de la misma. 
 
• El método es aplicable para determinar vitamina C en cítricos,  pero sería bueno que se 
pruebe este mismo método para analizar vitamina C en todo tipo de matrices. 
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Anexo 1: Certificado del Estándar de Vitamina C (Ácido 
Ascórbico): CHEMSERVICE 
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Anexo 2: Cromatogramas de las concentraciones de 
vitamina C utilizados para  construir las curvas de 
calibración. 
 
 
 
 
 
 
 51 
 
Estándar de 10mg/l de Vitamina C día 1. 
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 6 0,60249 100 16,812 BMB 
 
Estándar de 40 mg/l de vitamina C día 1. 
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 16 1,50973 100 42,128 BMB 
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Estándar de 80 mg/L de vitamina C día 1 
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 31 2,86339 100 79,900 BMB 
 
Estandar de 100 mg/L de vitamina C día 1. 
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 42 3,63355 100 101,391 BMB 
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Estándar de 160mg/L de vitamina C día 1. 
 
No.  Ret.Time  NOMBRE  Height  Area  Rel.Area  Conc. Type  
  min mV mV % g/100g   
1 3,09 Ácido Ascórbico 60 5,65712 100 157,857 BMB 
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Anexo 3: 
METODOS DE DETERMIANCION DE VITAMINA 
C DE LA AOAC Y USP 
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